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論 文 内 容 要 旨
序論
微細藻類の大量増殖による赤潮は発生頻度および発生地域のいずれについても増加 しつ
つあ り、世界的な見地に立った対策が重要な問題となっている。 原因物質の究明は被害
防止の対策樹立、水産増養殖および環境保全にとって不可欠であるが、魚類の大量弊死原
因となる魚毒成分の化学構造が解明された例はこれまでのところ渦鞭毛藻の㎜odfη加
加eveの毒ブレベ トキシンのみであった。 ハプ ト藻Pry㎜es1㎜par㎜は、1939年以来世
界各地で赤潮を形成 し、プリムネシンという強い魚毒成分を生産することが知られてい
る。 しか し毒の精製が困難なために、その化学的実体は不明のままであり、本毒の解明
は赤潮研究における長年の課題となっていた。 この様な背景の もとにPrymes∫㎜parv㎜
培養藻体からのプリムネシンの単離、構造決定、諸性状の確認及び生物活性発現機構の解
明を目的とし研究を進めた。
第一章Pη ㎜es∫㎜par脚 の培養とプリムネシンの生産
大量培養を目指 して通気培養条件(100ml/sec)を検討 し、静置培養 に比べて約4倍の細
胞密度 を達成 した。通気条件では、細胞 あた りの毒生産量 も約5倍上昇 したので、培養液当
た りの毒の総生産量 は約20倍に向上 した(Fig.1)。 また、炭素核㎜ の測定 を容易にす
るため、Na213CO3を用 いる13C集積培養 を検討 し、13C濃度 を約5%に高めることに成功 した。
第二章 プリムネシンの精製、理化学的性状及び反応誘導体の調製
各種精製法 を改善 した結果、プリムネシンー1(PRM1,10mg)及びプ リムネシンー2(PRM
2,15㎎)の2成分を初めて単離 した。また、13C集積培養液 よりPI覗1とPI郡2の各1,5mgを1V一ア
セチル体 として単離 した(Fig.2)。各種分光スペ ク トルの解析の結果、PI翻及 びP剛2と
もに分子内に3共役系、・ア ミノ基及び:塩素が存在す ると推定 した(Table-1)。構造解析及
び生物活性 の確認 に必要な〃一アセチル体(NAPR1、NAPR2と略す)、 完全アセチル体、水素
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付加還元体、85,86位脱塩酸体及 び〃一アセチル脱塩酸体 を調製 した。
MSスペク トルの結 果、PI田1は』吻2265[M+H]+、2287[M+Na]÷に、P脳2は1971[M+H]+、1993
[M+Na]+に、さらに亙 一アセチル体 はNAPR1で2305[M-H]一、NAPR2で20i1[M-H】一に顕著 なイオ
ンが観測された。 ノ〉'一アセヂル体のスペク トル中には脱塩酸体(一36mu)に相 当するイオ
ンが観測 され、関連 イオンの分布 か ら分子中には複数の塩素の存在が予想 された。後述す
る儲 解析の結果得 られた分子式[脚R1;C1・gH156Cl・NO・・,N蹴C・ 騨138Cl・瓦036〕及び各脱塩
酸体 の分子式[ClogH155Cl2NO45,Cg劇137Cl2NO36]について同位体パ ターンの算出を行 った結
果、分子関連 イオ ン及び同位体パ ター ンはともによ く一致 した(Fig.3)。これ らの結果及
び後述す る㎜ による構造解析の結果 よりPRM1,PRM2の分子式はそれぞれC1。7H雌Cl3NO44,
Cg6H136C13NO35であ ると決定 した。
第三章 プリムネシ ンの構造決定
本 物質は結晶化 しないので、㎜ による構造決定をまず プリムネシンー2について行い、次 ヒ
に各種 スペ ク トル を比較検討することに よりプ リムネシンー1について実施 した。
1)プ リムネシンー2の構造
1DIHMRの結果、両物質 は類似 ポリオキシ構造 を持つ化合物であると推定 された(Fig.4
)・1H-1HCOS畑6㎜の結果・6つのシークエンスが明 らか となり(Fi・5
,)・聯 力 ・プ
リングが観測 されたことか らH2/H5、.H6/H9間には共役系 を介 した構造の存在が予想 され
た。 また、各結合定数の値か ら二重結合 は全てβ 型であると推定 された。BBD、DEpr、
翼SQC及び田BCの測定によ りメチル2,メ チ レン24,オ レフィンメチ ン10,その他 メチン54,
,四級炭素8、 計98の炭素を帰属 した。
次に}M蛤により各シー クエン.スを連結す ることがで きC玉'一C5'、は尽ン トフラノワス と確
定 した。 田BCの解析か ら・2-5・6-9位間に各2個の.4級炭素が示唆 された9)で先の運隔
一261一
カップ リングの結果を併せて、3,4位、7,8位に三重結合 を配 した。 ケ ミカル シフ ト≦UV
吸収か ら本構造 は支持 された。 同様 に86位以降に3個の四級炭素が示唆 されたこと及び末
端 アセチ レンの重水 素への交換 を確認で きた ことにより、2つの三重結合 を含む末端部(86
-gQ位)の構造を推定 した(Fig .6)。 エーテル環(A-N)はNoEによ り推定 し、環A-E
は梯子状構造 を持つ ことが明 らか となった(Fig.7)。 一方、 トランス1,6一ジオキサデ
カ リンが単結合 で繋が った部分の推定根拠 をより明確 にす るため・剛一2PROG㎜による分
子力場計算 を行 った。 この際、推定構造以外で は最 もNOE等の情報 を反映 レていると考え
られた構造 を選び推定構造 との比較 を行った(Fig.8中 破線矢印)。 各構造 に特徴的
なNOEと結合定数を比較 し、20位 より74位にかけての環部分 の相対 立体配置は推定構造 に
おいてのみ妥当であることを確認 した。
ア ミノ基 は丼一アセチル化後の、 また水酸基 は完全 アセチル化後の付 け根 メチ ンプロ トン
の低磁場シフ トによ り推定 した(Fig.9)。1位塩素はc1(δ6.58,131.8)の1/c.H(200
Hz)から決定 した。Cl-56とC1-85は完全アセチル化後にC56とC85が低磁場 シフ トしないこ
と及 びそのケ ミカルシフ ト(δc60,3,64.1)から決定 した。 さらに85位塩素 は近傍のジィン
の影響で、H86とともに脱塩酸を起 こす ことを確認 した。 水 素添加物のMS,㎜ による解
析 の結果、推定構造 に含まれ る4つの三重結合、5つの二重結合の正 当性が証明された。
分子中のペ ン トフラノースについては加水分解後 に トリフルオロアセチル誘導体 を調製
し、FID一㏄法で絶対構 造を確認 した結果、L-xyloseと決定 した。
以上め結果、Fig,11に示すプリムネシンー2の化学構造 を立証す るデータは全 て揃ったと
もの と考 えた。rノ
2)プ リムネシンー1の構 造
同一条件 下で測定 したNAPR1とNAPR2の1H-1HCOSY,HO削田A及びHSQCのスペ ク トル を比較
検討 した結果、Fig.'10に示 した78-82位以外〃)蔀分ではその差異 は炭素核で1PPm、プロ ト
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「
ンで0.1PPm以下で あ っ た。 『一 方 、NAPR1にはNAPR2に加 えペ ン トー ス 、 ペ キ ソ ー気が 各1
個 結 合 してい る と推 定 され、 分子 量 の 差(294mu)もとん を支 持 した。NOESY、㎜C及 びGC
分 析 に よって 、L-arab1nopyranoseとD-galactofuranoseの2種の糖 黍 それ ぞ れ78位、82位に
結 合 してい る と推 定 した。 ら 方、P㎞1で はPRM2に存 在 す るL-xylo3eに飛 わ ってD-rib6se
が検出され、生合成 に興味が持たれた。
これ らの結果、 プリムネシンー1について もその平面構造が決定 され、これまで報告 さ
れたことのない全 く新規な構造が明 らか となった(Figl11)。
第四章 プリムネシ ンの生物活性(Table-2)
両物質 はほぼ同 じ'ような生物活性 を示 した。この中で溶血活性は植物サポニンの
1000倍以ギ という前例のない強さであった。また・100nM以下の濃度でCa2+の細胞内流入 を
活性化 した。 魚毒性 もCa2+の添加で上昇するので、魚毒発現 にCa2+が関与す ると推定 され
た。マ ウス毒性(50-80ドg/kg,ip)は下痢性貝毒 イェ ッソ トキシンと同程度であった。
第五章 溶血性及び魚毒性発現機構 の解明
プリムネシン(PI覗2)の強い溶血性及 び魚毒性 について、構造 と活性 に共通点の多いマイ ト
トキシ≧(M「x)と比較検討 しつつその作用機構 を解 明 した。 なお・魚毒性 はLC50値(50M
トリス緩衝液 中24hr)、溶血性 はHC50(50%溶血濃度、》 イクロプ レー ト法)を活性評価 の基
準 とした。
1)プ リムネシンの溶血性、魚毒性発現機構
PRM2の溶血活性は微酸性側で上昇 し、溶血 は約20分で平衡 に達 した。Ca2+及びCa2+チャ
ンネルブロッカー(ベ ラバ ミル、 ニフェジピン、プ レニルア ミン、クロルプロマジン、ジル
チアゼム)の 影響はな く、P剛2による溶血のC…衛 性は認め られなかった.コ レステ・一
ル等の赤血球膜脂質成分の添加 はか な り強い阻害(20μM以下〉を示 し1赤 血球膜への直接
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的 な攻撃が推測 された(Fig.12>。PRM2の各種反応誘導体では85-86位脱塩酸体 のみが .
約20分の1の溶血活性 を示 し、微細な構造変化で大 きな活性低下が認め られた。次 にPI崩2誘
導体 とPRM2との相互作用 を測定 した結果、水素付加還元体及び完全アセチル体 は1μMレベル
でPRM2による溶血 を阻害 した。 この結果は膜表面 に何 らかの親和性部位が存在 し、PI覗2の結
合が競合的に阻害 されることを示唆 した(Fiε.13)。さらに動物種(マ ウス、羊、兎、犬、
鶏、鯉)間 では、犬の血球 に対 してサ ポニンの5万倍 の活性 を示 し、特異的親和性部位 と特
異 な溶血機構 の存在 が推定 された(Table-3)。ブレベ トキシン(PbTx-3)を対照 として魚
毒性 に対するCa2+及びpHの影響 を検討 した結果、PI耐2の魚毒性 はCa2・依存性 を示 した。特に
pH8でその影響が強 くCa2+2nMではPbTx-3の活性 を凌いだ(Fig.114)。なお、各種反応誘導
体の魚毒性は溶血の場合 と同様 に、85」86位脱塩酸体 のみ に約50分の1の活性 が認め られた。
2)Mrxの溶血性、魚毒性発現機構
Mrxによる溶血 は微 アルカ リ側で上昇 し、約1時間で平衡 に達 した。Ca2+による顕著な活性
上昇が認め られ(Fig.15)、このCa2+をEDTAでキ レー トすると溶血 は阻止 された。 また
細胞内カルモジュリン(CAM)阻害物質(プ レニルアミン、 クロル プロマジン)及 びホスホ
リパーゼA2(PLA2)阻害物質(キ ナクリン)は 、それぞれ溶血 を抑制 した(Fig.16)。C蝋
はCa2+、PLA2はC!田によ り活性化 されるので、溶血機構 としてCa2+流入によ りC蝋一PLA2が活性
化 され、その結果膜 リン脂質が分解 される と考 えた(Fig.17)。.一 方、Ca2+イオノフォァ
が溶血性 を示 したのに対 し、Ca2+チャンネルアゴニス トは溶血 を起 こさない。 また、Ca2+
チ ャンネルに特異的なプロッ均一では不完全阻害 しか認め られない。Ca2+流入経路 は既知
のチ ャンネルではな.く、未知のも.のと推定 された。 なお、鯉 、鶏の有核赤血球 に対 しては
極端な活性低 下が認 め られ、血球膜構造の違いに加 えて血球 内の代謝機能の差異 も影響す る
と考え られた(Table-4)。魚毒性は、P田2の場合 と同 じようにCa2+、pHの影響 を強 く受け、
pH8、Ca琴+2酬の条件で はpH7、Ca2+フリーの場合の3000倍以上 に活性が上昇 レた(Table-5)。
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総括
1)赤 潮原 因藻P堀㎜θsf㎜ρar㎜ の培養条件 を検討 し、100m1/secでの通気条件 に より培地
あた りの毒生産量 を約20倍に高めた。
2)各 種 精製法の改良によ り主毒プ リムネシンを単離 し、本毒が分子量2261及び1967の2成分
よ りなることを明らか とした。
3)㎜ を中心 とした構造解析 によ りプ リムネシンー1,一2の全平面構造 と環部 分の相対立体配
置 を決定 した。 この結果、両物質はポリエーテル、ポリオキシ骨格 に加え、共役二重結
合、三重結合、糖、塩素、ア ミノ基な どの多様 な官能基 を含む全 く新規 な構造 を持つこ とが
明 らか となった。 また、分子全体 として疎水部(C1-C45)と親水部(C46-C90)に2分され脂質
膜 との相互作用が推定 された。
4)プ リムネシンー1,一2はともに植 物サポニ ンの1000倍以上 とい う前例 のない溶血活性 を有
し、さ らに魚毒性、Ca2+流入活性、ヤ ウス毒性な どの種 々の生物活性 を有 した。
5)プ リムネシンの溶血はCa2+依存性 を示 さず膜脂質成分に存在す る特異的親和性部位 との結
合 に起因すると推定 した。 一方、プ リムネシ ンの魚毒性 はCa2+、pHによ り大 きく変動 しpH
8、2酬Ca2+の条件 ではブレベ トキシンを凌 ぐ魚毒性 を発現 した。
6)プ リムネシンと構 造、活性 に類似性 のあ るマイ トトキシンの溶血が赤血球内への カルシウ
ムイオンの流入に起因するボスホリパーゼA2の昂進に よ為こと記またそのカルシウムイオ ン
の流入が 既知チ ャンネル とは異 なる未知の経路 によることを明 らかと した。 さらに、マイ
トトキシンがブレベ トキシンの2000倍という強烈 な魚毒性 を持ち、その発現 はカルシウム、
pHの影響 を強 く受けることを示 した。
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Prymnesiumparvum
.ClassificationHaptophyceae(Cartar:1937)
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AffectedareaIsrael,Netherlands,Denmark,UK,
Spain,Bulgaria,USA,China,Norway
Toxin PrymnesinnamedbyYariv(1958)
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Table-1Chemicalorovertiesofmnesms
prymnesin-1prymnesin-2
[aJZ'd +9.04(cO.12)+21.7(cO.15)
ninhyd藍ロ
コ サ
posltlve
ロ コ
pos1tlve
X-rayanalysisChlorine Chlo面e
UV 267,278,242nm67,278,242nm
IR
3300,_2220,1570,3300,2220,1570,
1280,1100nln1280,1100nm
[M+H]+ 2,265 1,971
[M(N-acetate)一H]'2,305 2,011
(Observed)
[NAPR2-HCf-H1-1974.77
lNAPR2・H1・
2010.76
一.露966198029臼32日232巳弓9
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論 文 審 査 の 要 旨
微細藻類の大量増殖(赤 潮)に よる魚介類の大量死ぽ世界的に増加してお り,漁業資源の保護
及び保健衛生の観点から原因毒の解明は急務である。 しか しながら毒の化学性状や作用機構が解
明された例は極めて少ない。
本研究の対象であるハプ ト藻Prymnesiumuparvumは世界各地で大 きな被害を与える代表的
な有害赤潮種であり,原因毒のプリムネシン(prymnesin)の実体は,多 くの研究者の努力にも
拘らず不明であった。本研究では,まず培養条件の改善によって20倍もの毒の増収が達成された。
次に,2価 金属イオンの除去,酸化防止,最 適溶媒の検討によって,強力な魚毒性と溶1血性を合
わせ持った2成 分の毒,prymnesin-1(PRM1)およびprymnesin-2(PRM2)が初めて単離され
た。主成分のPRM2について,13C集積体,N一 アセチル体,過 アセチル体,還 元体,脱塩酸体,
加水分解物等が調製された。 これらの試料を用いて,NMRおよび質量分析等の分光学的手法に
よる構造解析が行われた結果,PRM2は分子量が1967で,分子式Cg6Hl36C13NO35を有する巨大な配
.糖体であるこ≧が確定 され,環 状構造部の相体立体配置を含めた:全構造が決定された。次いで,
各種スペク トルの比較 と分解物の分析によってPRM1(q。7Hl5、Cl3NO44,分子量2261)の全構造 も
決定された。両成分はC、。の長大な炭素鎖とアセチ レン,共役二重結合,エ ーテル環,塩素,ア ミ
ノ基,糖 などの多彩な官能基を有する全 く新規な化合物である。
PRM1及びPRM2は共に植物サポニンの千倍以上の溶血作用と強力な魚毒作用を示す。その作
用機構は ミセルの形成による生体膜の破壊によるものであり,同様な巨大ポ リエーテル毒のマイ
トトキシンとは明らかに異なることが示された。
以上のように,本研究では赤潮研究及び海洋天然物化学の分野で長年の課題 とされていた赤潮
毒プリムネシンの化学構造と作用が初めて解明された。分子量が2000にも達 し,多彩な官能基を
有す る分子の新規構造を僅か数 ミリグラムの試料で解明した成果は,天然物化学における重要な
貢献であり,博士(農 学)の学位を授与するに値すると判定された。
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